Caracterização do endométrio e do ambiente peritoneal de mulheres que padecem endometriose. Estudos in vivo e in vitro de novas alternativas terapêuticas para esta doença by Meresman, Gabriela Fabiana et al.
30. Bellin ME, Ax RL, Laufer N, et al. Glycosaminoglycans
in follicular fluid from women undergoing in vitro fer-
tilization and their relationship to cumulus expansion,
fertilization, and development. Fertil Steril 1986; 45:
244-8. 
31. Eriksen GV, Malmstrom A, Uldbjerg N. Human follicu-
lar fluid proteoglycans in relation to in vitro fertilization.
Fertil Steril 1997; 68: 791-8. 
32. Romanato M, Julianelli V, Zappi M, Calvo L, Calvo JC.
The presence of heparan sulfate in the mammalian
oocyte provides a clue to human sperm nuclear decon-





Caracterización del endometrio y del
ambiente peritoneal de mujeres que
padecen endometriosis. Estudios in vivo e
in vitro de nuevas alternativas terapéuticas
para esta enfermedad
Characterization of endometrial and
peritoneal environment of women with
endometriosis. In vivo and in vitro studies
of new therapeutic alternatives for this
disease
Caracterização do endométrio e do
ambiente peritoneal de mulheres que
padecem endometriose. Estudos in vivo e 
in vitro de novas alternativas terapêuticas
para esta doença
Gabriela Meresman, Mariela Bilotas, Carla Olivares,
Analía Ricci, Juan Ignacio Bastón, Rosa Inés Barañao
Resumen
El tema de estudio de nuestro laboratorio es la endometrio-
sis, patología benigna que afecta alrededor de un 15% de
las mujeres en edad reproductiva y que se caracteriza por la
presencia de tejido endometrial fuera de la cavidad uterina,
provocando fuertes dolores pélvicos, metrorragia y, en un
50% de los casos, infertilidad. Hemos realizado investiga-
ciones básicas sobre el ambiente peritoneal de las mujeres
con endometriosis y analizamos las características del tejido
endometrial de estas pacientes. En la actualidad continua-
mos con nuestros estudios tendientes a esclarecer no sólo la
posible etiología de la endometriosis sino también a mejo-
rar su tratamiento. Nuestros estudios tienen como objetivo
la evaluación del efecto in vitro e in vivo de nuevos meca-
nismos para tratar esta patología en la búsqueda de nuevas
alternativas terapéuticas que ofrezcan tratamientos más
simples, con medicamentos que actúen en forma más directa
sobre los implantes, que inhiban los mecanismos involu-
crados en el desarrollo de la enfermedad, y que potencial-
mente sean más eficaces en su acción de erradicar las le-
siones endometriósicas. Además, comenzamos a evaluar los
posibles mecanismos involucrados en la tolerancia inmuno-
lógica hacia los implantes de tejido endometrial ectópico que
se produciría durante el establecimiento de la endometriosis.
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Summary
The subject matter of our laboratory is endometriosis, a be-
nign disease that affects around 15% of women of repro-
ductive age, characterized by the presence of endometrial tis-
sue outside the uterine cavity, causing severe pelvic pain,
metrorrhagia, and infertility in 50% of the cases. Basic re-
search on the peritoneal environment of women with en-
dometriosis has been conducted and the characteristics of
these patients’ endometrial tissue was analyzed. Currently,
studies to clarify the etiology of the endometriosis but also
to improve its treatment still continue. Said studies aim to
assess the in vitro and in vivo effects of new mechanisms to
treat the condition in the search for new therapeutic alter-
natives that provide simple treatments with drugs that act
more directly on the implants, that inhibit the mechanisms
involved in the development of the disease, and which are
potentially more effective in their efforts to eradicate en-
dometriotic lesions. Furthermore, the likely mechanisms in-
volved in the immunological tolerance to ectopic endometrial
tissue implants that would occur during the establishment
of endometriosis started to be assessed.
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Resumo
O tema de estudo de nosso laboratório é a endometriose, pa-
tologia benigna que afeta aproximadamente 15% das mu-
lheres em idade reprodutiva e que se caracteriza pela pre-
sença de tecido endometrial fora da cavidade uterina,
provocando fortes dores pélvicas, metrorragia e, em 50% dos
casos, infertilidade. Temos realizado pesquisas básicas so-
bre o ambiente peritoneal das mulheres com endometriose
e analisamos as características do tecido endometrial des-
tas pacientes. Na atualidade continuamos com nossos es-
tudos tendentes a esclarecer não apenas a possível etiologia
da endometriose, mas também a melhorar seu tratamento.
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Nossos estudos têm como objetivo a avaliação do efeito in
vitro e in vivo de novos mecanismos para tratar esta patolo-
gia na busca de novas alternativas terapêuticas que ofereçam
tratamentos mais simples, com medicamentos que atuem em
forma mais direta sobre os implantes, que inibam os meca-
nismos envolvidos no desenvolvimento da doença, e que po-
tencialmente sejam mais eficazes em sua ação de erradicar
as lesões endometrióticas. Também começamos a avaliar os
possíveis mecanismos envolvidos na tolerância imunológica
para os implantes de tecido endometrial ectópico que se pro-
duziria durante o estabelecimento da endometriose.
Palavras chave: macrófagos * citocinas * tratamento * fator
de crescimento do endotélio vascular * ciclooxigenase 2 * aro-
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El principal tema de investigación de nuestro labo-
ratorio es la endometriosis. Esta patología se caracteriza
por la presencia de tejido endometrial fuera de la cavi-
dad uterina formando quistes y/o lesiones ectópicas
principalmente en el peritoneo pélvico y ovarios. Es una
de las enfermedades ginecológicas benignas más fre-
cuentes en mujeres de edad reproductiva y su etiología
aún se mantiene sin elucidar.
En un intento de esclarecer la posible causa de esta
enfermedad comenzamos nuestros estudios evaluando
el ambiente peritoneal. Como resultado de estas eva-
luaciones concluimos que el ambiente peritoneal de las
pacientes con endometriosis presenta alteraciones tanto
en los niveles de citoquinas, estradiol (E2), progesterona
(P4) y prostaglandina E2 (PGE2) y en el número y fun-
cionalidad de macrófagos. Este ambiente peritoneal al-
terado facilitaría la implantación y crecimiento del te-
jido endometriósico fuera del útero (1)(2). Además
observamos que mientras el líquido peritoneal de las pa-
cientes con endometriosis mínima producía un efecto
mitogénico sobre la proliferación celular en cultivos de
endometrio normal, el líquido peritoneal de pacientes
con endometriosis avanzada o severa producía un efecto
inhibitorio de dicha proliferación (3)
A continuación evaluamos el tejido endometrial eu-
tópico de estas pacientes y nuestros resultados demos-
traron que el mismo era menos susceptible a morir
apoptosis y que además poseía una proliferación celu-
lar aumentada, hechos que lo predispondría a crecer en
un sitio ectópico (4). 
Posteriormente observamos que, en mujeres con en-
dometriosis, el tratamiento con anticonceptivos orales
combinados o bien con progestágenos solos como el de-
sogestrel, producía una disminución de la prolifera-
ción celular y un aumento de la apoptosis del tejido en-
dometrial eutópico (5).
Puesto que dentro de los tratamientos comúnmente
empleados para esta patología se destacan los agonistas
y antagonistas de GnRH, decidimos evaluar el efecto in
vitro de ambos análogos de GnRH en cultivos de células
de epitelio endometrial y observamos que los agonistas
de GnRH estimulaban la apoptosis e inhibían la proli-
feración celular endometrial (6). Empleando el mismo
modelo evaluamos también el efecto de los análogos de
GnRH sobre la producción de interleuquina 1 β (IL-1β)
y el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF),
como factores pro-mitogénicos, en relación con la apop-
tosis de las células endometriales en cultivo (7). Asi-
mismo observamos que existiría una regulación de la ex-
presión de proteínas pro y anti-apoptóticas por parte de
los agonistas y antagonistas de GnRH (8). 
Además de continuar con nuestros estudios in-vitro
sobre cultivos primarios de tejido endometrial hemos
desarrollado un modelo de endometriosis experimen-
tal murina que se basa en el transplante autólogo de te-
jido endometrial en un sitio ectópico. Este modelo nos
permite realizar estudios in-vivo y evaluar el efecto de
posibles tratamientos médicos.
El tejido endometrial expresa aromatasa P450, esen-
cial en la biosíntesis de estrógenos. En nuestro labora-
torio hemos observado que existe expresión de la en-
zima aromatasa P450 en las lesiones endometriósicas
peritoneales rojas y negras y que la expresión de la aro-
matasa está significativamente aumentada en el tejido
endometrial eutópico de pacientes con endometriosis
con respecto a las mujeres controles. Por lo tanto, la ac-
tividad de esta enzima favorecería la generación de un
ambiente hiperestrogénico que permitiría mayor desa-
rrollo y expansión de la enfermedad. Esto llevó a pen-
sar que el uso de inhibidores de la aromatasa podría te-
ner un potencial terapéutico en estas pacientes.
En nuestros estudios in vitro observamos que los in-
hibidores de aromatasa (Letrozole y Anastrozole) pro-
ducen un efecto beneficioso induciendo una significa-
tiva disminución de la proliferación celular y un
aumento en la apoptosis (9) y en el modelo de endo-
metriosis murino, observamos que el tratamiento con
estos inhibidores al inicio de la inducción de las lesio-
nes no impidió el desarrollo de las mismas pero causó
una disminución significativa de su tamaño, inhibición
de la proliferación celular y aumento de la apoptosis
(10). Estos resultados refuerzan la idea de que la inhi-
bición de la aromatasa podría ser una estrategia nove-
dosa de tratamiento de la endometriosis.
Tal como hemos observado en nuestros primeros
estudios, en las mujeres con endometriosis existe una al-
teración del ambiente peritoneal debido al estado in-
flamatorio producido por la presencia de los focos de
tejido endometrial ectópico. Esta inflamación suele
producir fuertes dolores y en la actualidad uno de los
tratamientos anti-inflamatorios empleados en estas pa-
cientes es el celecoxib, un inhibidor selectivo de la ac-
tividad de la ciclo-oxigenasa 2 (COX-2). Por estos mo-
tivos decidimos evaluar el efecto de celecoxib sobre la
proliferación celular, la apoptosis, la expresión de COX-
2 y los niveles de VEGF y PGE2 en cultivos primarios de
células epiteliales endometriales. Observamos que el ce-
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lecoxib indujo una significativa disminución de la pro-
liferación celular y aumento de apoptosis, tanto en los
cultivos celulares de pacientes con endometriosis como
de controles. De la misma manera, el celecoxib au-
mentó significativamente la expresión de COX-2 en
cultivos de células de epitelio endometrial de pacientes
con endometriosis. Además, inhibió significativamente
la secreción de VEGF y de PGE2 en células epiteliales en-
dometriales de estas pacientes (11).
Por otra parte, es un hecho conocido que en cual-
quier tejido u órgano autotransplantado es imprescin-
dible una adecuada irrigación sanguínea para que pueda
sobrevivir. Por este motivo, en los últimos años comenzó
a cobrar mayor importancia la posibilidad de la regula-
ción de la angiogénesis en endometriosis ya que ésta po-
dría ser una nueva opción terapéutica para esta patolo-
gía. Uno de los principales factores involucrados en la
neovascularización del tejido endometrial ectópico es el
VEGF, el cual no sólo sería producido por el mismo te-
jido endometrial sino también por los macrófagos peri-
toneales. Por otra parte, la secreción de este factor an-
giogénico sería estimulada por los esteroides ováricos,
particularmente por el aumento de estradiol. 
Estos antecedentes nos llevaron a evaluar el efecto de
la terapia anti-angiogénica con bevacizumab (un anti-
cuerpo monoclonal humanizado, anti VEGF) en el mo-
delo de endometriosis murino. Observamos que el tra-
tamiento con bevacizumab indujo una disminución
significativa en el volumen promedio de las lesiones de-
sarrolladas por ratón así como en los niveles de VEGF del
líquido peritoneal. Sin embargo, no se observaron dife-
rencias significativas en el número de lesiones desarro-
lladas por ratón. Por otra parte, el bevacizumab indujo un
aumento altamente significativo de la apoptosis en las le-
siones endometriósicas así como una disminución signi-
ficativa de la proliferación celular en estas lesiones. Nues-
tros resultados sugieren que si bien el bevacizumab no
disminuiría el número de lesiones endometriósicas de-
sarrolladas, reduciría su tamaño, a través de un aumento
en la apoptosis y una inhibición en la proliferación ce-
lular. Consistentemente, la acción del anticuerpo se ve re-
flejada en una disminución de los niveles de VEGF.
Actualmente estamos evaluando tanto in vivo como
in vitro la acción de dos tratamientos con polifenoles na-
turales: el resveratrol (Res), una fitoalexina presente en
las uvas, y el galato de epigalocatequina (EGCG), cate-
quina más abundante del té verde. Se ha visto que am-
bos polifenoles poseen propiedades antioxidantes, an-
tiinflamatorias y anticarcinogénicas. Observamos in vivo
que EGCG en las distintas dosis ensayadas disminuyó el
número y el tamaño de las lesiones desarrolladas por ra-
tón, sin embargo el Res sólo en una concentración de
25 mg/kg disminuyó el tamaño de las lesiones. Por
otra parte, observamos in vitro que ambos compuestos
indujeron una inhibición de la proliferación de las cé-
lulas de epitelio endometrial. Nuestros resultados su-
gieren un efecto inhibitorio de Res y EGCG, in vivo e in
vitro, sobre el crecimiento del tejido endometrial y ava-
lan seguir investigando estos compuestos como estra-
tegias novedosas para tratar la endometriosis (12).
Finalmente, estamos evaluando una de las posibles vías
de escape inmunológico de los implantes endometriósi-
cos. Nuestra hipótesis plantea que la expresión de Ga-
lectina-1 (Gal-1) en las lesiones endometriósicas facilita
la implantación y sobrevida de las células endometriales
en un sitio ectópico. Para ello, en un estudio preliminar,
se indujeron lesiones endometriósicas en ratones hem-
bras adultos C57BL/6 wild-type y knock-out para Gal-1
(Lgals1-/-). Luego de cuatro semanas se contó el número
de lesiones, se midió el tamaño promedio, se analizó su
histopatología y se determinó la proliferación celular en
las mismas. Los resultados muestran una reducción sig-
nificativa del tamaño promedio de las lesiones en los ra-
tones Lgals1-/-, aunque el número de lesiones no fue di-
ferente entre ambos grupos. Asimismo, la tasa de
proliferación celular fue significativamente menor en
las lesiones de ratones deficientes de Gal-1. Estos resul-
tados sustentan nuestra hipótesis sobre el rol de Gal-1 fa-
cilitando el crecimiento y desarrollo de las lesiones en-
dometriósicas al promover la proliferación de las células
endometriales ectópicas que forman la lesión.
En síntesis, nuestro laboratorio apunta a investigar
los mecanismos fisiopatológicos implicados en la etio-
logía de la endometriosis y estos conocimientos sus-
tentan a su vez, nuestros estudios de nuevas alternativas
terapéuticas para tratar esta enfermedad. 
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Mecanismos fisiológicos y patológicos
involucrados en la función y angiogénesis
ovárica
Physiological and pathological mechanisms
involved in ovarian angiogenesis and funcion
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envolvidos na função e angiogênese ovariana
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Resumen
El desarrollo y regresión del folículo ovárico es un proceso
continuo y cíclico que depende de señales endocrinas, pa-
racrinas, autocrinas y de interacciones célula- célula. El re-
clutamiento y selección de folículos lleva a la formación de
uno o más folículos preovulatorios, cuyo número varía en
cada especie. Estos procesos involucran la síntesis de fac-
tores locales que producen la selección y maduración de los
folículos dominantes desencadenando la ovulación. Luego de
la ovulación, se forma el corpus luteum (CL), que es una
glándula transciente que se forma de las paredes remanen-
tes del folículo. Si la preñez o embarazo no ocurre, el CL no
sigue produciendo progesterona y regresiona en un proceso
llamado luteólisis. Aunque todos estos procesos (crecimiento
y regresión folicular, desarrollo del CL y luteólisis) requieren
cambios en la red vascular ovárica, su regulación aún es de-
bate de investigación. En este estudio, hemos investigado el
papel del sistema Notch y su ligando DLL4 en la angiogé-
nesis y su relevancia en la fisiología ovárica. Estos datos se
complementaron estudiando si cambios en la regulación de
los procesos angiogénicos están involucrados en las altera-
ciones vasculares observadas en modelos de PCOS (poli-
quistosis ovárica) y OHSS (síndrome de hiperestimulación
ovárica) desarrollados en roedores. 
Palabras clave: ovario * angiogénesis * poliquistosis ovárica *
síndrome de hiperestimulación ovárica * sistema Notch
Summary
Ovarian follicular development and regression is a continu-
ous and cyclic process that depends on a number of en-
docrine, paracrine and autocrine signals. The cyclic recruit-
ment and selection of follicles eventually leads to the
formation of one or more preovulatory follicles, whose num-
ber varies in each species. These processes, involving a
number of locally-produced factors, result in the selection
and maturation of the dominant follicles that finally ovulate.
After ovulation, the corpus luteum (CL) is the transient en-
docrine gland that forms from the remaining wall of the ovar-
ian follicle, and if pregnancy does not occur (at the end of
each nonfertile ovarian cycle) or when it is no longer required
for maintenance of pregnancy, the CL ceases to produce
progesterone and regresses in a process called luteolysis. Al-
though all these processes (follicular growth and regression
and CL development and luteolysis) require dynamic changes
in the ovarian vascular network, their regulation is not well
understood. The role of the Notch ligand DLL4 system in an-
giogenesis and its relevance in ovarian physiology were in-
vestigated in this study. These data were complemented by
studying whether changes in the angiogenesis regulation are
associated with the vascular ovarian alterations observed in
PCOS and OHSS models developed in rodents. 
Key words: ovary * angiogenesis * polycystic ovaric syn-
drome * ovarian hyperstimulation syndrome * Notch system
Resumo
O desenvolvimento e regressão do folículo ovariano é um pro-
cesso contínuo e cíclico que depende de sinais endócrinos,
parácrinos, autócrinos e de interações célula- célula. O re-
crutamento e seleção de folículos levam à formação de um
ou mais folículos pré-ovulatórios, cujo número varia em
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